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Summary | Polvunsaturated fatty acids
and the fetal origins hypothesis
.Sum/nary
Cardiovascular diseases are the most important cause of death in the Dutch population.
Although the mortality rates for cardiovascular diseases are declining, they remain a
substantial public health problem. Previous research has shown that multiple factors
play a role in the origins of cardiovascular diseases. For instance, it has become clear
that hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, and obesity increase the risk for
cardiovascular diseases. Besides genetic factors, environmental factors like physical
activity, smoking en nutrition play a role in the etiology. Usually, the symptoms of
cardiovascular diseases occur for the first time during adulthood. In (young) children,
however, early stages of the atherosclerotic process can be found during autopsy
studies. Additionally, it is known that many children tend to maintain their ranking
order with respect to several cardiovascular risk indicators from childhood into
adulthood. Such observations support the idea that a combination of factors, acting
since childhood, contributes to the origins of cardiovascular diseases.
In the past twenty years or so, research findings suggest that factors active
during the short period of life before birth may increase the risk for adult cardiovascular
diseases. Epidcmiological studies in different populations have shown that a low birth
weight is associated with an increased coronary heart disease mortality. Subjects with a
low birth weight arc also more likely to suffer from diabetes, hypertension, or
dyslipidcmia. Associations like these have led to the formulation of the fetal origins
hypothesis. According to this hypothesis, the risk for chronic diseases in adult life is in
part determined by the availability of nutrients during the fetal period. It is believed that
this is a consequence of permanent physiological and structural adaptations of the body.
The mechanisms involved are hardly understood, but results from animal experiments
and observations in subjects exposed to the Dutch famine during the winter of 1944 -
1945 have supported the suggestion that fetal nutrient availability is important. Only a
very small number of human studies have been conducted to identify the specific
nutritional factors involved. The primary aim of the study described in the present
thesis was to explore the potential involvement of prenatal essential fatty acid
availability.
Essential fatty acids belong to the long-chain polyunsaturated fatty acids. Strictly
speaking, only linolcic acid and alpha-linolcnic acid are essential fatty acids. Because
the human body lacks the required enzymes needed for the synthesis of linoleic acid
and alpha-linolenic acid, these fatty acids have to be obtained through the diet. This
means that a fetus has to receive these nutrients from the mother by placental transfer.
Once obtained, linolcic acid and alpha-linolenic acid can be converted into other long-
chain polyunsaturated fatty acids, like gamma-linolenic acid, dihomo-gamma-linolenic
acid, arachidonic acid, cicosapentaenoic acid, or docosahexaenoic acid. Because the
fetal capacity for these conversions seems rather low, these products are also
considered as essential fatty acids. Essential fatty acids have many biological functions.
They arc not just a source of energy, but arc also active mediators of physiological
processes and regulators of gene expression. They may conduct such functions directly
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or indirectly. Observations from previous studies suggest that fetal essential fatty acid
availability is limited. Furthermore, essential fatty acids seem to have an influence on
the intrauterine growth of the fetus. This renders them as attractive candidate nutrients
in relation to the fetal origins hypothesis.
To investigate the relation between fetal essential fatty acid availability and later
cardiovascular disease risk, a cohort of children was studied at seven years of age. The
mothers of these children had previously participated in a study on maternal and fetal
essential fatty acid status and pregnancy outcome. From the children of this cohort the
essential fatty acid composition of umbilical cord plasma phospholipids was known.
The fatty acid composition of cord plasma phospholipids can be used as an indicator of
fetal essential fatty acid availability. In total, 297 of the eligible 750 children
participated in the follow-up study on cardiovascular risk indicators. More information
on the rationale for the study, design of the study, and participation is given in general
introduction of this thesis (CViapter 7).
In CAa/rter 2, the means and distributions arc reported for the fatty acid
concentrations measured in the phospholipid fraction of cord plasma and maternal
plasma at the time of birth. As described previously, the absolute fatty acid
concentrations (expressed in mg/L) were significantly higher in maternal plasma than in
umbilical cord plasma. In addition we observed that boys had lower absolute fatty acid
concentrations than girls had. Both observations are probably the result of a difference
in the size of the phospholipid pool. The relative fatty acid concentrations (expressed in
% of total fatty acids) did not differ between boys and girls. The well known
differences in relative fatty acid concentrations were observed between mothers and
children, namely a higher content of linoleic acid and alpha-linolenic acid and lower
concentrations of the derived products dihomo-gamma-linolenic acid, arachidonic acid,
eicosapentaenoic acid, and docosahexaenoic acid in mothers. The relative concentration
of docosahexaenoic acid in umbilical cord plasma was related to the duration of
pregnancy and maternal dietary linoleic acid intake. Mothers with a higher intake of
linoleic acid during pregnancy more frequently had children with a lower
docosahexaenoic acid concentration appropriate for gestational age than mothers with a
lower linoleic acid intake.
In order to investigate the relation between the fetal essential fatty acid
availability and later cardiovascular disease risk, we first studied the association
between birth weight and relative essential fatty acid concentrations in umbilical cord
plasma (CAa/?ter j) . Results from previous studies in premature infants and low-birth-
weight neonates (weight < 2500 gram) indicated that the overall biochemical essential
fatty acid status of a child is positively related to the weight attained at birth. In our
study however, heavier infants had a lower biochemical essential fatty acid status that
lighter infants. Dihomo-gamma-linolenic acid was the only essential fatty acid
positively related to birth weight (dihomo-gamma-linolenic acid is also positively
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related to size at birth in premature infants and low-birth-weight neonates). In addition,
we observed a decline in maternal concentrations of n-6 and n-3 long-chain
polyunsaturated fatty acids (e.g. arachidonic acid and docosahexaenic acid) during
pregnancy. This decrease was most pronounced in mothers of heavier infants.
Observations like these seem to suggest that more fatty acids are transported from the
mother to the fetus via the placenta when the fetus is relatively large. Because the
biochemical essential fatty acid status is lower in heavier infants compared to lighter
infants, the capacity for the maternal-to-fetal delivery of essential fatty acids seems
limited. Based on the results of this study, it seems less likely that the general
biochemical essential fatty acid status at birth is negatively related to the cardiovascular
risk profile at seven years of age. For an adverse risk profile is related to a low weight
at birth. However, the involvement of the availability of individual fatty acids (like
dihomo-gamma-linolcnic acid) or a relation with essential fatty acid status independent
of birth weight could still be important.
C'Aa/tfer 4 and C7ifl/>/er 5 describe the relations between essential fatty acid
concentrations in umbilical cord plasma and several cardiovascular risk indicators
determined at age seven. A relation was found with the concentrations of two essential
fatty acids. A higher concentration of gamma-linolenic acid and dihomo-gamma-
linolcnic acid in umbilical cord plasma was associated with lower fasting
concentrations of triacylglyccrol and insulin at seven years of age. A higher
concentration of gamma-linolcnic acid was also related to lower levels of proinsulin
and leptin, and to a lower percentage of body fat. The concentration of gamma-linolenic
acid und dihomo-gamma-linolcnic acid in umbilical cord plasma were both negatively
related to the homeostasis model assessment (HOMA) index for insulin resistance.
Together these findings suggest that the fetal availability of gamma-linolenic acid
and/or dihomo-gamma-linolcnic acid could be of importance in the development of
Syndrome X (also called the metabolic syndrome or the insulin resistance syndrome).
An implication of this might be that a higher maternal intake of these fatty acids during
pregnancy could lower the risk of insulin resistance in her offspring.
We did not find associations between umbilical cord plasma concentrations of
gamma-linolcnic acid and dihomo-gamma-linolcnic acid and plasma concentrations of
total cholesterol, I.D1. cholesterol, HDL cholesterol, apolipoprotein A, apolipoprotein
B, and lipoprotcin(a) at seven years of age. Umbilical cord plasma concentrations of
linolcic acid, arachidonic acid, eicosapcntacnoic acid, and docosahexaenoic acid were
not related to the measured risk indicators for cardiovascular diseases (CAap/erj 4 <£ 5).
Markers for the general essential fatty acid status (e.g. Mead acid or the essential fatty
acid status index) did not relate to the cardiovascular risk indicators either. It seems
therefore that the availability of individual fatty acids (in particular gamma-linolenic
acid and dihomo-gamma-linolenic acid) is more important than the essential fatty acid
status at birth in general.
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A relation between the fetal availability of essential fatty acids and the later risk
for cardiovascular diseases could be influenced by genetic differences between
subjects. For this reason, two common gene variations were studied, i.e. the Tin? IB
polymorphism in the cholesteryl ester transfer protein (CETP) gene and the
apolipoprotein E polymorphism. Both polymorphisms, however, proved not to be
informative in relation to this hypothesis. We did observe the expected associations
with plasma concentrations of lipids and lipoprotcins. In addition, an interaction
between these genetic variants was seen (see C'Aa/>/er 6).
The limitations of the study arc discussed in detail in the general discussion
section of this thesis (C/iap/er 7). Discussed are the use of plasma phospholipid fatty
acid concentrations as a proxy for essential fatty acid availability, dc potential
consequences of the low participation rate, the possibility of confounding, and
alternative hypothesis to explain some of our findings. In light of these limitations a
serious recommendation can not be given regarding the maternal intake of gamma-
linolcnic acid and dihomo-gamma-linolcnic acid during pregnancy. Preferably, the
effect of an increased maternal intake of these fatty acids during pregnancy on the
cardiovascular risk profile of the next generation is tested during future, more
controlled, randomized trials. In this way, it could also become clear whether the
associations found reflect a causative relation indeed.
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Samenvatting | Meervoudig onverzadigde vetzuren
en de/i/a/ origins Hypothese
Hart- en vaat/.iekten vormen de belangrijkste oorzaak van overlijden in de Nederlandse
bevolking. Hoewel de sterfte aan coronaire hartziekten daalt, blijven deze
aandocningen een aanzienlijk volksgezondheidsprobleem. Uit eerder onderzoek is
gcblekcn dat vcle factoren een rol spelen bij het ontstaan van hart- en
vaataandocningen. Zo is duidelijk geworden dat o.a. hypertensie, diabetes, hyper-
cholcsterolemic en obesitas het risico op hart- en vaatziekten verhogen. Naast erfelijke
factoren spclcn ook omgevingsfactoren zoals lichamelijke activiteit, roken en voeding
cen rol bij de ctiologic. De klachten en Symptomen van hart- en vaatziekten komen
mccstal pas op volwasscn lceftijd tot uiting. Echter op dc (vroege) kinderlccftijd
kunnen bij obductie reeds de eerste tckenen van atherosclerose worden waargenomen.
Daarnaast is bekend dat veel kindercn hun rangorde ten aanzien van verschillende
risico-indicatoren voor hart- en vaatziekten handhaven tot op volwassen leeftijd.
Dergclijkc bcvindingcn ondcrstcuncn hct idee dat ccn combinatie van factoren al vanaf
dc kinderlccftijd bijdraagt aan hct ontstaan van hart- en vaatziekten.
Gedurendc dc laatstc twee decennia zijn er aanwijzingen gevonden dat ook
lÄctörcn actfct'"iri ue ^cri6advvfcrt"ai^cttocfftt"iter*irirc.crvvjwih?r* ^rr.v.a'jlri'RVivr^fr
volwassen leeftijd kunnen verhogen. Epidemiologische studies in verschillende
populatics hebben latcn /icn dat mensen met ccn laag geboortegewicht op laterc leeftijd
een grotcre kans hebben om te overlijden aan de gcvolgen van coronaire hartziekten.
Ook hebben /ij vaker last van diabetes, hypertensie en hypercholesterolemie. De
gevonden associates hebben gclcid tot dc formulering van de "fetal origins" hypothese.
Volgcns deze hypothese bcpaalt dc beschikbaarheid van voeding tijdens dc foetale
periode medc hct risico op chronische aandocningen in het latere leven. Dit zou het
gcvolg zijn van permanente structurele en fysiologische aanpassingen in het lichaam.
Wclkc mechanismen hicrbij een rol spclcn is nog nauwelijks bekend, maar dat de
beschikbuarhcid van vocdingsstoffen tijdens dc foetale periode inderdaad belangrijk
kan zijn, wcrd ondcrsteund met behulp van dicrexpcrimcntele studies en observaties bij
mensen die voor hun geboorte waren blootgestcld aan de hongerwintcr in 1944 - 1945.
Welke specifieke voedingsfactoren hicrbij een rol spelen is tot nu toe nog nauwelijks
bestudecrd. Hct onderzoek beschreven in dit proefschrift had als hoofddocl het
verkennen van een mogelijkc betrokkenheid van dc prenatalc beschikbaarheid van
essentitfle vctzurcn.
EssentitMe vctzurcn behorcn tot dc lange-kcten meervoudig onverzadigde
vctzuren. In strikte /in /ijn alleen linol/uur en alfa-linolecnzuur essentiele vct/uren.
Door hct ontbrcken van dc benodigde enzymen kunnen linol/.uur en alfa-linolecnzuur
nict door hct lichaam worden gcvormd, daarom moeten zij via de voeding worden
opgenomen, Dit betckent dat een foetus de/e voedingsstoffen van de moeder moet
krijgen via transport door dc placenta. Ecnmaal in het lichaam kunnen linolzuur en alfa-
linolecn/uur worden omgezet in andere lange-keten meervoudig onverzadigde
vetzuren, zoals gamma-linoleenzuur, dihomo-gamma-linoleenzuur, arachidonzuur,
eicosapentaeenzuur en docosahcxaeenzuur. Omdat dc foetale capaciteit voor deze
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omzettingen bepcrkt lijkt te zijn, worden dczc vetzuren vaak ook tot dc esscntielc
vetzurcn gcrekend. Essentiele vetzuren vervullen een groot aantal biologische functies.
Zij vormen niet alleen een bron van energie, maar reguleren direct of indirect ook
fysiologische processen en beinvloeden de expressie van gcncn. Herder onder/oek doet
vermoeden dat de foetale beschikbaarheid van essentiöle vetzuren beperkt is. Ook
zouden essentiele vetzuren een invloed hebben op dc intra-utcriene groci van dc foetus.
Dit maakt dat zij interessante kandidaat-voedingsstoffen zijn in rclatic tot dc fetal
origins hypothese.
Om het verband tussen de foetale beschikbaarheid van essentiele vet/.urcn en het latcre
risico op hart- en vaatziekten te bestuderen, werd een cohort kindcren op 7-jarigc
leeftijd onder/ocht. De mocders van dezc kinderen hadden ecrder declgcnomen uan een
onder/oek naar de matcmale en neonatale vet/uurstatus en de /wangerschapsuitkomst.
Van de kindcren in dit cohort was bij de geboortc de essentiele vetzuursamenstclling
van fosfolipiden in navelstrengplasma bekend. Dcze vct/uursamenstclling van
fosfolipiden kan worden gebruikt als een indicator voor dc foetale beschikbaarheid van
essentiele vetzuren. Van de oorspronkclijk 750 kinderen in het cohort namen cr
uiteindelijk 297 deel aan het vervolgonderzoek naar risico-indicatorcn voor hart- en
vaatziekten. Meer informatie over de achtergronden van dezc Studie, de studieop/.et en
de participate is gegeven in de algemene inleiding van dit proefschrift (//oo/tf.v/i/A: /).
In //oq/tfsfwA- 2 worden gemiddelden en spreiding van de gemcten
vetzuurconcentraties in fosfolipiden van navelstrengplasma en moederlijk plasma ten
tijde van de bevalling gerapporteerd. Zoals eerder al beschreven is, waren de absolute
concentrates (uitgedrukt in mg/L) van de vetzuren hoger bij de moedcrs dan bij hun
kinderen. Verder zagen we dat jongens iets lagere absolute vetzuurconcentraties hadden
dan meisjes. Beide observaties worden waarschijnlijk verklaard door cen verschil in de
grootte van de fosfolipidenpool waarin gemeten is. De relaticve vetzuurwaarden
(uitgedrukt in % van de totale hoeveelheid vetzuren) verschilden niet tussen jongens en
meisjes. Tussen moeders en kinderen werden de bekende verschillen in rclatieve
vetzuurconcentraties waargenomen, namelijk een hogere concentratic van linol/uur en
alfa-linoleenzuur en lagere concentraties van de afgeleide vetzuren dihomo-gamma-
linoleenzuur, arachidonzuur, eicosapentaeenzuur, en docosahexaeenzuur bij mocders.
De relatieve concentratie van docosahexaeenzuur in navelstreng plasma was
afhankelijk van de duur van de zwangerschap alsmede de moedcrlijke inname van
linolzuur. Moeders met een hogere inname van linolzuur in de zwangerschap hadden
vaker een kind met een lagere docosahexaeenzuurconcentratie in navelstrengplasma
voor de duur van de zwangerschap dan moeders met een lagere linolzuurinname.
Om het verband tussen de foetale beschikbaarheid van essentiele vetzuren en het
latere risico op hart- en vaatziekten te bestuderen, werd in eerste instantie gekeken naar
de relatie tussen de relatieve essentiele vetzuurconcentraties in navelstrengplasma en
het geboortegewicht (//oo/5/smÄ 5). Resultaten van eerdere studies bij prematuur
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geboren kinderen en kinderen met een laag geboortegewicht (< 2500 gram) deden
vermoeden dat in het algemeen de biochemische essentiele vetzuurstatus positief
gerclatecrd is met het geboortegewicht van een kind. Wij vonden in ons cohort van ä
term geboren kinderen echter dat zwaardere kinderen bij geboorte een lagere
biochemische essentiele vetzuurstatus hadden dan lichtere kinderen. Het enige
essentiele vetzuur dat een positieve associatie had met geboortegewicht was dihomo-
gamma-linolccnzuur (dihomo-gamma-linoleenzuur is ook bij prematuur geboren
kinderen positief gerelatecrd aan het geboortegewicht). Verder zagen we dat de
conccntratics van n- 6 en n-3 lange-keten meervoudig onverzadigde vetzuren (zoals
arachidonzuur en docosahcxaeenzuur) in moederlijk plasma daalden gedurende de
zwangcrschap. Deze daling was sterker bij moeders van zwaardere baby's. Deze
observaties suggereren dat er mcer essentiele vetzuren van moeder naar kind worden
getransportccrd via dc placenta als het kind relatief zwaarder is. Omdat de
biochemische vetzuurstatus van zwaardere kinderen lager is dan die van lichtere
kinderen, lijkt dc capacitcit voor deze aanvoer beperkt te zijn. De resultaten van deze
Studie maken het minder waarschijnJijk dat de biochemische essentieJe vetzuurstatus in
het algemeen negaticf gerelateerd zou zijn aan het risicoprofiel voor hart- en
vaatzicktcn op 7-jarigc leeftijd. Een ongunstig risicoprofiel is immers gerelateerd aan
een laag geboortegewicht. Echter de betrokkenheid van de beschikbaarheid van
individuclc vetzuren (zoals dihomo-gamma-linoleenzuur) of een rclatie met essentiele
vetzuren onafhankelijk van geboortegewicht bchorcn nog steeds tot de mogelijkheden.
//fw/J.v/«/; </ en //oo/2/.v/uA 5 beschrijven de relaties tussen essentiele
vetzuurconccntratics in navelstrcngplasma en verschillcnde risico-indicatoren voor
hart- en vaatzicktcn gemeten op 7-jarige lecftijd. Een associatie met de concentrates
van twee essentiele vetzuren werd gevonden. Een hoger gehalte aan gamma-
linolccn/uur en dihomo-gamma-linolccnzuur in navelstrengplasma relatcerde aan een
lager nuchtcr gemeten plasma concentrate van triacylglycerol en insuline op 7-jarige
leeftijd. Een hogcrc conccntratie van gamma-linoleenzuur was ook gerelateerd aan een
lagere concentratie pro-insuline en leptine, en een lager lichaamsvetpercentage. De
concentrates van gamma-linolecnzuur en dihomo-gamma-linoleenzuur in
navelstrcngplasma waren beiden negatief gerelateerd aan de "homeostasis model
assesment" (HOMA) index voor insulincrcsistentic. Samen suggereren deze
bevindingen dat de foetale beschikbaarheid van gamma-linolcenzuur en/of dihomo-
gamma-linoleen/uur van belang /ou /ijn voor dc laterc ontwikkeling van "Syndrome
X" (ook wel "the metabolic syndrome" of "the insulin resistance syndrome" genoemd).
Een implicatic hicrvan kan zijn dat een hogere inname van deze vetzuren bij zwangere
vrouwen het laterc risico op insulincrcsistentic bij hun kinderen zou kunnen verlagen.
Er werden geen relaties gevonden tussen dc navelstrengconcentraties van
gamma-linolccnzuur en dihomo-gamma-linoleenzuur en de plasma concentrates van
totaal cholesterol. LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, apolipoprotcine A,
apolipoproteVnc B en lipoprotctne<a) op 7-jarige leeftijd. De navelstreng-
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plasmaconcentraties van linol/uur, arachidonzuur, eicosapcnlaecn/uur en docosa-
hexaeenzuur waren niet gerelateerd aan de gemetcn nsico-indicatorcn voor hart- en
vaatziekten op 7-jarige leeftijd (A/oo/ifcfMJMt'n •/ <$ 5). Ook markers voor een algcmccn
lagere biochemische essentie'le vet/uurstatus bij geboorte (/oals Mcad/uur en dc
essentiele vetzuurstatusindex) waren niet gerelateerd aan nsico-indicatorcn gemcten op
7-jarige leeftijd. Het lijkt daarom dat de beschikbaarheid van individucle vctzurcn (in
het bijzondcr gamma-linoleenzuur en dihomo-gamma-linoleen/uur) bclangrijkcr is dan
de algemene biochemische essentiele vetzuurstatus bij geboorte.
Een verband tussen de foetale beschikbaarheid van essentiöle vctzurcn en het
latere risico op hart- en vaatziekten zou afhankclijk kunncn zijn van genetische
verschillen tussen personcn. Om dezc reden werden ook twee vcclvoorkomcndc
genetische variatics bestudcerd, namclijk het 7V;<y IB polymorfismc in het gen dnt
codeert voor het cholesterylester transfer protcinc (CETP) en het polymorfismc in het
apolipoproteinc E gen. Beiden blekcn echter niet informaticf voor dc bovenstuunde
vraagstelling. Wei vonden we de te verpachten associatics met plasmaconcentraties
van lipiden en lipoprotcincs op 7-jarigc leeftijd en /agen we een intcractic tussen dc/.c
genetische Varianten (zie //oo/tfc/t/A: 6).
In //oo/2/rtuA; 7 worden de verschallende beperkingen van het onderzoek in detail
besproken. Er wordt ondermeer ingegaan op het gebruik van vetzuurconccntratics in
plasma fosfolipiden als maat voor de beschikbaarheid van essentiele vetzuren, dc
potentiele gevolgen van de beperkte deelname aan het onderzoek, een mogclijke
vertekening van de resultaten en alternatieve verklaringen voor onze bevindingen. Met
het oog op deze beperkingen, is een serieuze aanbeveling over de maternale inname van
gamma-linoleenzuur en dihomo-gamma-linoleenzuur gedurende de zwangerschap nog
niet te geven. Bij voorkeur zouden de effecten van een verhoogde inname van dcze
vetzuren tijdens de zwangerschap op het risicoprofiel voor hart- en vaatziekten in de
volgende generatie in toekomstige, meer gecontroleerde, studies moeten worden
onderzocht. Op deze manier zou ook meer duidelijkheid verschaft kunnen worden ten
aanzien van de vraag of de gevonden associates inderdaad een causaal verband
weergeven.
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